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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la GnRH, benzoato de
estradiol y ablacion folicular sobre el tiempo de reinicio de la nueva onda folicular
en vaconas Holstein Mestiza en fase luteal. La investigacion se realizo en la
granja de Nero de la Universidad de Cuenca con nueve vaconas entre 15y 18
meses de edad, clinicamente sanas con un peso mayor a 300 kg, y una CC de
3 enuna escala del 1 al 5. La sincronizacion de la fase luteal de las vaconas se
realizd con el uso de un dispositivo intravaginal de progesterona, benzoato de
estradiol (BE) y prostaglandina (PGF), 56 horas luego del retiro del implante se
evalué la presencia del foliculo pre ovulatorio (FPO). El dia 9 post aplicacion de
la PGF se confirmd la presencia de un cuerpo liteo funcional y foliculo
dominante, y se aplico tres tratamientos, T1 (n=3) Benzoato de estradiol 2,5 mg
IM, T2 (n=3) GnRH 250 ug IM, T3 (n=3) ablacion de los foliculos >5 mm en el
primer periodo, y de igual manera en los dos siguientes periodos alternando los
tratamientos. Para determinar el tiempo de reinicio de la nueva onda folicular se
relacionaron los picos de FSH en sangre con la presencia de la nueva cohorte
de foliculos reclutados; para medir los niveles de FSH se tom6 una muestra de
sangre de la vena yugular cada 24 horas durante 4 dias post aplicacion de los
tratamientos, y la presencia de la nueva cohorte de foliculos se evalué mediante
ultrasonografia durante 4 dias post tratamientos. Se utilizd un disefio
experimental de cuadrado latino de 3x3 con tres tratamientos y tres repeticiones
en distintos periodos. La administracion de BE en este estudio provocé el reinicio
de la onda folicular a los 3 dias post tratamiento, con la aplicacién de GnRH este
reinicio se evidencio a los 2,33 dias y mediante ablacion folicular, se verifico el
reinicio a los 2 dias. La prueba de Duncan determind que si existe diferencia
significativa (p<0,05) en el tiempo de reinicio de los tres tratamientos usados
agrupandolos en diferentes subconjuntos homogéneos, mientras que en los dos

tratamientos farmacolégicos se observo atresia del foliculo dominante.

Palabras clave: GnRH, PROSTAGLANDINA, BENZOATO DE ESTRADIOL,
OVULACION.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of GnRH, estradiol benzoate
and follicular ablation on the restart time of the new follicular wave in Holstein
Mestiza vaconas in the luteal phase. The research was conducted in the Nero
farm of the University of Cuenca with nine vaconas between 15 and 18 months
of age, clinically healthy with a weight greater than 300 kg, and a CC of 3 on a
scale of 1 to 5. The synchronization of the luteal phase of the vaconas was
performed with the use of an intravaginal progesterone device, estradiol
benzoate (BE) and prostaglandin (PGF), 56 hours after removal of the implant,
the presence of the pre ovulatory follicle (FPO) was evaluated. On the 9th post-
application of PGF, the presence of a functional corpus luteum and dominant
follicle was confirmed, and three treatments were applied, T1 (n = 3) Estradiol
benzoate 2.5 mg IM, T2 (n = 3) GnRH 250 ug IM, T3 (n = 3) ablation of the follicles
>5 mm in the first period, and in the same way in the following two periods
alternating the treatments. To determine the restart time of the new follicular
wave, the peaks of FSH in blood were related to the presence of the new cohort
of recruited follicles; To measure FSH levels, a blood sample was taken from the
jugular vein every 24 hours for 4 days after application of the treatments, and the
presence of the new cohort of follicles was evaluated by ultrasound during 4 days
post treatments. An experimental 3x3 Latin square design was used with three
treatments and three repetitions in different periods. The administration of BE in
this study caused the restart of the follicular wave at 3 days post treatment, with
the application of GnRH this restart was evidenced at 2.33 days and by follicular
ablation, the restart was verified at 2 days. The Duncan test determined that there
is a significant difference (p<0.05) in the restart time of the three treatments used,
grouping them into different homogeneous subsets. During the two

pharmacological treatments, atresia of the dominant follicle was observed.
KEY WORDS: GnRH, PROSTAGLANDIN, ESTRADIOL BENZOATE,

OVULATION.
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1. INTRODUCCION

La necesidad de aprovechar el material genético de animales de alta produccion
ha permitido el desarrollo de biotécnicas reproductivas como superovulacion,
MOET, PIV entre otras (1), por lo tanto el control exégeno de la onda folicular
antes de iniciar estos protocolos nos ofrece un momento &ptimo
independientemente del estadio del ciclo estral, ademas es practico y facil de
aplicar, elimindndose la necesidad de detectar estro u ovulacion y esperar 8-12
dias para iniciar el tratamiento con FSH (2). Determinar el inicio de la onda
folicular nos permite conocer el momento exacto de aplicacion de FSH y
promover el desarrollo de un mayor nimero de foliculos que se encuentran en
fase de reclutamiento (3). Actualmente el uso de estas biotecnologias se
encuentra muy por debajo de las expectativas generadas en la especie bovina
(4), ya que algunos factores como la raza (5), medioambiente, alimentacion y
manejo (6) influyen en el comportamiento folicular provocando esta baja
respuesta (7), por lo tanto ya se han realizado varios estudios en razas de carne
y ganado Boss Indicus, que describen a profundidad el reinicio de la onda
folicular mediante el uso de Estradiol, GhnRH y Ablacién folicular (8) pero se han
encontrado diferencias de la dinamica folicular entre Bos Taurus y Bos indicus
tanto para leche como para carne que pueden afectar la aplicacion de
biotecnologias reproductivas (9). En la década de los 90 se desarrollaron
tratamientos con esteres de estradiol y progestagenos induciendo atresia
folicular y la aparicion de una nueva onda 4 dias después (8), un método
alternativo consiste en eliminar por puncion ultrasonogréafica los foliculos
mayores de 5mm e inducir el reinicio de la onda 1,5 dias después (10), otra
alternativa es el uso de GnRH para inducir la ovulacion del foliculo dominante
teniendo asi el reinicio de la onda 1,5 a 2 dias después (11), estas discrepancias
entre cada tratamiento (8), la limitada investigacion en las razas de Boss Taurus
y Boss Indicus que ha llevado a ajustes en la terapia hormonal para el manejo
del ciclo reproductivo (12) y el aumento poblacional en las zonas ganaderas
provocando el desplazamiento de las mismas a zonas mas elevadas nos ha
incentivado a investigar la eficiencia de cada tratamiento para la aplicacion de
biotecnologias como FIV y MOET en vaconas de raza lechera a 3100msnm.

15
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo general
e Determinar el tiempo de inicio de la nueva onda folicular en vaconas
Holstein Mestizas en fase luteal luego de la aplicacion de GnRH, benzoato

de estradiol y ablacién folicular.

1.1.2 Objetivos especificos
e Determinar la atresia u ovulacion del foliculo dominante y el crecimiento
de la nueva onda folicular mediante ultrasonografia en los tres
tratamientos.
e Establecer los niveles de FSH post aplicacion de los tratamientos.
¢ Relacionar el pico de FSH en sangre con la aparicion de la nueva cohorte

de foliculos reclutados.

1.2. HIPOTESIS
Existe variacion en los tiempos de reinicio de la nueva onda folicular entre los

tratamientos con estradiol, GnRH, y ablacion de foliculos.

Juan Daniel Supliguicha Merchan 16
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2. MARCO TEORICO

2.1. Fisiologia de la reproduccién

En casi todas las especies esta regulada por un mecanismo neuro-hormonal
sincronizado pues se inicia con cambios quimicos en varias partes y que
empieza a manifestarse en el cortejo, las hormonas foliculoestimulante (FSH),
luteinizante (LH) de la hipofisis producen la maduracion gonadal y la
esteroidogénesis, pero existe otra hormona del hipotalamo que permite a la
hipdfisis liberar las gonadotrofinas, la GnRH, cuyo gen regulador esta situado en
el cromosoma 8, es un decapéptido que se ha conservado desde los peces hasta
el hombre. A su vez, esta hormona se genera por pulsos que los esteroides
desencadenan en el hipotdlamo, pero como su cantidad es pequefia y su vida
media es corta, se sugiere que existe una sintesis local de la misma hormona en
el receptor, como se ve existe un mecanismo complejo en el sistema de
reproduccion en el que intervienen, ademas otros factores como endorfinas, el
GABA, la dopamina, la noradrenalina y la serotonina y, y factores no esteroideo
locales como la inhibina y la activina (13).

La FSH, en la hembra, actia sobre los foliculos, produciendo su crecimiento
ademas de iniciar la secrecidbn de estrégenos, que, al alcanzar niveles
determinados, inhibe la secrecion hipofisaria de la FSH (2).

La LH produce la ruptura del foliculo y asi se produce la ovulacion y el foliculo
qgue nutrié por algun tiempo al évulo, por efecto de esta hormona, crece y da
origen al cuerpo lateo, mismo que empieza a secretar progesterona, hormona
indispensable durante la prefiez (13).

Otras hormonas ademas de los neurotransmisores antes mencionados,
hormonas como la inhibina y la activina regulan la liberacion de FSH y LH, la
inhibina previene la alta regulacion de los receptores bloqueando la estimulacion
de la sintesis de receptor GnRH producida por la misma hormona, mientras que

la activina estimula la sintesis del receptor a GnRH (13).

2.1.1. Ciclo estral
En los bovinos el ciclo estral es cada 21 dias en promedio con un rango de 17-

24 dias (14). El ciclo estral presenta el patron ciclico de la actividad ovarica que

Juan Daniel Supliguicha Merchan 17
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facilita el paso de las hembras de un periodo no receptivo a la receptividad en
Gltima instancia permitiendo el apareamiento y posterior establecimiento de la
prefiez (15). Cuando la hembra llega a la pubertad sufre una serie de cambios
en su conducta sexual denominandose ciclo estral, se produce continuamente
durante todo el afio, a excepcion del periodo de gestacion o de balance
energético negativo en el cual prevalece el anestro, denominandose a las
hembras bovinas como poliéstricas continuas (5), un componente que se sabe
influye de manera importante es la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH). Los cambios en las tasas de sintesis y liberacion de GnRH, asi como la
velocidad de degradaciéon de dicha hormona, son factores adicionales que
modifican su papel en la influencia sobre la liberacion de gonadotropinas. A nivel
del ovario, el periodo estrual se caracteriza por una elevada secrecion de
estrogenos a partir de los foliculos de Graf preovulatorios. Los estrogenos
estimulan el crecimiento uterino por un mecanismo en el que participan la
interaccidn de la hormona con receptores y el incremento en procesos sintéticos
dentro de las células. Los estrégenos también estimulan la produccién de
prostaglandinas por el utero (16), durante cada ciclo estral, los ovarios bovinos
sintetizan y secretan estrégenos y progesterona, los cuales coordinan la funcién

del sistema reproductivo femenino (17).

2.1.2. Fases del ciclo estral

La especie bovina se la clasifica como poliéstricas continua, su ciclo estral se ha
dividido en periodos de acuerdo a los cabios fisioldgicos, endocrinos y
morfolégicos, estos periodos se describen a continuacion:

Proestro: dura de 3 a 4 dias, comienza con la regresion del cuerpo luteo y
finaliza con la aparicién del celo, con la caida de los niveles de progesterona,
esta disminucion inhibe el efecto de retroalimentacion negativa a nivel
hipotalamico por el cual el efecto pulsatil de la FSH y LH aparece para estilar el
crecimiento folicular.

Estro: dura de 2 a 24 horas en este periodo la hembra alcanza niveles elevados
de estroégenos provocando la secrecion de feromonas cuyo olor atrae y excita al

toro, también permite que la hembra se muestre receptiva al macho presentando
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signos de inquietud, ansiedad y brama con frecuencia, internamente existe
edematizacion de la vulva secreciones vaginales e incremento del tono
miometral (18).

Metaestro: el periodo inmediato a la finalizacion del celo, es el metaestro y dura
6 dias en promedio. En este periodo ocurre la ovulacion de la vaca, a diferencia
de otras especies que lo hacen durante el celo, la ovulacién ocurre 28 a 32 horas
después de iniciar el celo y es desencadenado por el pico de LH, a la ovulacion
sigue hemorragia profunda y el foliculo se llena de sangre convirtiéendose en
cuerpo hemorragico, todos estos cambios finalizan al séptimo dia con un cuerpo
luteo funcional (18).

Diestro: esta fase se caracteriza por el dominio del cuerpo lateo.

2.1.3. Desarrollo del cuerpo luteo.

El cuerpo luteo se forma a partir de la ovulacion, por la rotura del foliculo, las
células de la granulosa sufren un cambio de secrecién de estrégenos a
progesterona denominado luteinizacién que inicia con el pico de LH y culmina
con la ovulacion, el patrén ciclico de liberacion de LH mantiene al cuerpo lateo

tanto en animales gestantes como en no gestantes(18)

2.2. Dinamica folicular

La dinamica folicular en la hembra bovina es desencadenante de los procesos
reproductivos y de las fases del ciclo estral, sin embargo, estos eventos estan
regulados por un complejo conjunto de factores que se interrelacionan y permiten
gue se presente la ovulacion como punto final del ciclo estral (19), por lo tanto
en un ciclo reproductivo normal una onda folicular se puede definir como el
desarrollo armoénico de varios foliculos antrales pequefios, en promedio 24 por
onda con un rango de 8 a 41, éstos son reclutados de los foliculos primordiales
de una poblacién establecida durante el desarrollo embrionario, de los cuales
uno o mas se seleccionan como foliculos preovulatorios y maduran hasta ovular
(20).
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2.2.1. Foliculogénesis

El proceso de formacion de foliculos primordiales comienza durante el desarrollo
fetal bovino, aproximadamente a los 80 dias de gestacion. Existe gran variacion
individual en el niamero de foliculos, existiendo un pool de reserva ya al
nacimiento de unos 2°700.000 foliculos primordiales constituidos al final del
ensamblaje  folicular, 90%  degeneran, quedando al nacimiento
aproximadamente 135.000 células germinales las cuales declinan rapidamente
hasta la pubertad y luego de ella (21). La foliculogénesis comprende una serie
de procesos recurrentes de reclutamiento, seleccion, crecimiento, maduracion y
ovulacion durante el ciclo estral de la hembra, regulados por una combinacion
de interacciones entre hormonas, factores de crecimiento, sistemas de
comunicacion celular y genes(22).

El desarrollo folicular se produce en ondas, las ondas foliculares son el desarrollo
armonico y simultaneo de los foliculos primordiales (23), funcionando a través

de estadios integrados de reclutamiento, seleccion y dominancia folicular (24).
Fase de reclutamiento

Esta dada por el desarrollo de una cohorte de foliculos que comienza a madurar
bajo un aporte adecuado de gonadotrofinas que le permitan avanzar hacia la
ovulacién (25). La emergencia folicular se caracteriza por ser un proceso donde
un grupo de foliculos crecen simultdneamente en el ovario estimulado por un
pico de FSH (26). La capacidad de la activina para estimular el nimero de
receptores de FSH en los centros indiferenciados de la granulosa podria ser
importante en la transicion de los foliculos para volverse dependientes de las
gonadotropinas y por lo tanto pasar a la siguiente fase principal de crecimiento
(27). Los niveles basales de FSH en plasma varian de 0,13 a 0,8 ng/ml en
vaconas prepuberes (28), el dia de maxima concentracion de FSH antes de cada
onda folicular se define como el dia de mayor concentracion dentro de los 5 dias
de la aparicion de una onda (29). Factores intraovaricos estimulados por la FSH
estan involucrados en el proceso de reclutamiento folicular y los IGF (factores de
crecimiento ligados a la insulina) y sus proteinas de enlace (IGFBP) han sido
implicados en la amplificacion de la accion de la FSH (24), durante esta fase los
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foliculos se caracterizan por observarse mediante ultrasonografia, con 3 a4 mm
de diametro (30).

Fase de seleccidon

Es el proceso por el cual un foliculo evita la atresia con la posibilidad de llegar a

la ovulacion (25).
Fase de dominancia

Es el proceso por el cual el foliculo seleccionado ejerce un efecto inhibitorio sobre
el reclutamiento de una nueva cohorte de foliculos. Este foliculo dominante
alcanza un tamafio marcadamente superior a los demas (25), la dominancia se
produce por medio de algun factor que tiene un efecto de retroalimentacion
negativa sobre la secrecién de gonadotrofinas, entre ellos la inhibina, que es
producida por primariamente por las células de la granulosa y reduce
directamente la secrecién hipofisaria de FSH, la folistatina al unirse a la activina,
produce una reduccion de la secrecion de FSH por parte de la misma
(24),durante esta fase se produce la atresia del foliculo dominante que no ovula
(25). Para Hsueh et al., (31), la atresia es principalmente inducida durante la fase
de dominancia folicular y afecta a foliculos de todos los tamafios, el 85% de los

foliculos ovaricos tomados en cualquier fase del ciclo estral son atrésicos.

Se ha detectado que las vacas pueden tener ciclos estrales de dos o de tres
ondas foliculares promedio, aunque, se pueden encontrar ciclos estrales de una
sola onda o de cuatro ondas foliculares. Estudios hechos en novillas Brahman
han demostrado que una misma hembra puede presentar ciclos de dos, tres y
cuatro ondas foliculares, dependiendo de diversos factores que sugieren

adaptaciones de la hembra a las cambiantes condiciones del ambiente (32).

La dinamica folicular no se limita solo al desarrollo de varias ondas foliculares
durante el ciclo, sino también al ajuste del ciclo al nimero de ondas foliculares
durante el mismo; es asi como en ganado lechero se ha detectado un promedio

de 18 dias para el ciclo de las vacas con dos ondas, 21 dias para el ciclo de
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vacas con tres ondas y 24 dias para vacas con cuatro ondas. Por observaciones
de campo se han detectado vacas que regresan al estro en un lapso de 10 dias,
lo que probablemente representa ciclos de una onda. Del mismo modo, la
duracion de los periodos de crecimiento, dominancia y latencia del foliculo

dominante, varian dependiendo de la oleada del ciclo en la cual se presente (33).

Figura 1. Desarrollo folicular

Ovulacion

Seleccion

£s—>
Dominancia

|
T » bv Atresia folicular
Reclutamiento

Dias del ciclo

Fuente: Los Autores (Figura 1)

2.2.2. Vascularizacién folicular

En diferentes estudios se ha observado, que en cada uno de los foliculos de
tamafio superior a 2,5mm de diametro de la primera onda folicular y antes de la
desviacion folicular, la tasa de flujo sanguineo (FS) en los foliculos mas grandes
fue similar a la de sus predecesores en tamafio. Pero, inmediatamente después
de la seleccién del foliculo dominante, la tasa de foliculos con FS disminuyé de
forma significativa en los segundos foliculos mas grandes. Ademas, los foliculos
pequefios con FS detectable tuvieron didmetros mayores que aquellos con FS
no detectable desde el primer dia antes de la ocurrencia de la desviacion
folicular. Del mismo modo se ha observado en foliculos preovulatorios una

extensa vascularizacion en las paredes foliculares. Estos hallazgos sugieren que
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el crecimiento folicular, la seleccién y la atresia estan asociados a los cambios

en el suministro de sangre hacia un foliculo individual (34).

2.3. Biotecnologias reproductivas

Durante los ultimos 60-70 afios, las biotecnologias reproductivas han constituido
un modelo ejemplar de innovacién y transferencia de tecnologia entre los centros
de investigacion y el productor ganadero en todo el mundo (35), la biotecnologia
reproductiva esta fundamentalmente orientada a aumentar la capacidad
reproductiva de las hembras permitiendo un aumento en el progreso genético
tomando en cuenta el aumento en la presién de seleccién, reduccion del intervalo
generacional, rapida difusion de la mejora genética y control de enfermedades
(36).

2.3.1. Superovulacion

Consiste en el aumento del numero fisiologico de ovulaciones propias de la
especie, provocado por la administracion de gonadotropinas. En el bovino se
considera una respuesta al tratamiento cuando se produce méas de dos
ovulaciones, debido a que los bovinos son monovulares es imposible la
obtencion de varios descendientes de manera natural en corto tiempo a partir de
una hembra genéticamente superior (37).

El uso de biotecnologias embrionarias requiere el proceso denominado
superovulacién mediante el uso de hormonas exégenas, (38) la condicién
fundamental para el éxito de un programa de transferencia de embriones es una
alta respuesta al tratamiento superovulatorio pero la gran variabilidad en la
respuesta puede estar influenciada por factores relacionados a los tratamientos

o0 incluso a factores asociados a las caracteristicas de la dinamica folicular (39).

2.3.2. MOET

La multiple ovulacién y transferencia de embriones consiste en la estimulaciéon
del ovario de la hembra para que produzca un mayor numero de évulos, para
luego de ser fecundada, ya sea natural o artificialmente, recuperar los embriones
y transferirlos a hembras receptoras. MOET se ha utilizado mucho en bovinos,

para aumentar el nimero de animales puros, acelerando el proceso genético, a
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diferencia de la IA en MOET la hembra juega también un importante papel, esta
produccion de embriones permite utilizar a las hembras como fuente genética a
multiplicar en los programas de mejoramiento, llegando a utilizarse varias veces
en una misma estacion pero sus desventajas por la elevada heterogeneidad en
la respuesta superovulatoria repercute en el costo relativo por embrién por lo
tanto MOET es una técnica que necesita mas investigacion bajo distintas
circunstancias y razas (40).

Esta técnica es usada con mayor éxito en animales Boss indicus pues éstos son
mas generosos debido a un mayor nimero de foliculos reclutados a diferencia
de los animales Boss Taurus, esta diferencia también existe si comparamos a
los animales Boss Taurus destinados a la produccion lechera con los de
produccioén carnica, en la parte oriental o amazdnica de nuestro pais la raza
Charolais es usada como base en la mejora genética con excelentes resultados
a la superovulacién pero en las zonas altas de la sierra ecuatoriana la base para
el mejoramiento genético es la raza Holstein friesian con resultados mucho mas

bajos en cuanto a la superovulacion.

2.3.3. PIV

La produccién de embriones in vitro es una biotecnologia reproductiva que
impacta a los sistemas ganaderos favoreciendo el mejoramiento genético. Para
el uso de esta técnica, se colectan ovocitos in vivo por medio de laparoscopia y
aspiracién folicular guiada por ultrasonografia, estos ovocitos son sometidos a
maduracion in vitro, posteriormente son fecundados y sometidos a cultivo en
medios con fuentes de energia, aminoacidos y factores de crecimiento hasta que
lleguen a estadios de blastocito (41).

Una de las grandes limitantes que evita la difusion masiva de esta biotecnologia
en nuestro medio, es el alto costo de los equipos para implementar un laboratorio
(41).

2.3.4. Factores que influyen en la superovulacion
Existe mucha variabilidad en la respuesta a la superovulacion, la cual se ve
influenciada por muchos factores como la raza, edad, la categoria, la época, los

niveles de nutricion, estado inmunoldgico, factores individuales, en varias
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repeticiones de tratamientos en un mismo individuo, utilizando mismas hormonas
e idénticas dosis, la habituacion del animal a los preparados gonadotropos
utilizados (produccion de anticuerpos) (5), también se debe tener en cuenta que

la respuesta ovarica declina al aumentar la edad de los animales (42).

2.4. Diferencia entre razas

Segun Motta et al., (43), existen diferencias en la dindmica folicular entre razas,
particularidad que se observa en el nimero de ondas, capacidad de secretar LH
y didmetro del foliculo dominante. Ademas, variaciones en la dinamica folicular
pueden deberse a factores como la dieta, manejo, estado nutricional o época del
ano, porque involucran complejas interacciones neurohormonales del
hipotalamo-hipofisis-ovarios. La dieta puede afectar el patron de ondas de
crecimiento folicular, debido a que una nutricion pobre estad asociada a bajas
concentraciones de IGF-I circulante, reduciendo el diametro del foliculo

dominante de todas las ondas (44).

2.5. Hormonas que intervienen en la actividad reproductiva

2.5.1. Progesterona

Tiene una vida media corta de 22 a 36 min, esto hace que sea inutil su
administracion oral en la mayoria de las especies. Parte de la progesterona se
une a la transcortina y los estrégenos, a una globulina especifica de los
esteroides sexuales, los esteroides libres se oxidan en el sistema microsémico
hepéatico y se conjugan después, sobre todo con acido glucorénico. Los
esteroides naturales o los sintéticos se excretan principalmente por via renal,
aunque se pueden encontrar trazas en heces y leche (45). Tiene un efecto
inhibitorio dependiente de la dosis en la secrecion de gonadotropinas hipofisarias
y cierto efecto estrogénico, anabdlico y androgénico (45). Para protocolos de
sincronizacion usamos un DIB (Dispositivo Intravaginal Bovino) impregnado de
0,5 gr de progesterona, éste dispositivo es introducido mediante una pistola que
mantiene las extremidades de la T aproximadas permitiendo el ingreso de la
misma sin problemas, la mucosa vaginal absorbe 0,5 — 0,6 mg de P4 al dia,
permitiéndonos una liberacion lenta durante los 7 dias de sincronizacion (46).
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Al usar progesterona en combinacion con estrégenos, bloqueamos el ciclo
sexual provocando el reclutamiento y maduracion folicular (47), de esta forma

sincronizamos la onda folicular

2.5.2. Prostaglandina F2a (Cloprostenol)

El cloprostenol es una prostaglandina sintética analoga (48). La Prostaglandina
F2 alfa o sus analogos actian en muchos tejidos del organismo reconociéndose
que en el ovario no solamente reduce el flujo sanguineo, limitando asi la
funcionalidad del cuerpo amarillo también interrumpe la sintesis de hormonas 6
esteroidogénesis, produciéndose asi la destruccion funcional del mismo (49), es
uno de los primeros analogos sintéticos de las prostaglandinas que se utilizo en
terapéutica y tecnologia de produccién veterinaria con dosis de 0,50 mg/animal
(50).

Farmacocinética del cloprostenol

Si la prostaglandina pasara del endometrio a la circulacion sistémica, se inactiva
al transitar por los pulmones, el bazo y el higado, y por lo tanto llegaria en
cantidades insuficientes al ovario, esta dificultad se evitaria con el mecanismo
contra corriente, en donde la PGF2a pasa del endometrio a la vena uterina y de
ésta a la arteria Utero ovarica que corre paralela a la vena en una seccion, por
medio de gradientes de concentracion, alcanzando su nivel plasmatico maximo
una hora después de su aplicacion y se elimina por completo en seis horas, su

eliminacién se realiza 6 horas después a través de la orina (45).

Cuando la prostaglandina es inyectada en una novilla entre el dia 5y 17 del ciclo,
el cuerpo luteo va a regresar y la mayoria de animales presentan celoen2 a 5
dias (51).

Por ser un fosfolipido de alto peso molecular se recomienda su aplicacion solo
por via parenteral intramuscular, en dosis de 500 ug por animal, el fabricante
menciona que ante una dosis de 50 y 100 veces la recomendada, las vacas
pueden demostrar signos de malestar, saliva espumosa en la boca y disminucion
de la bajada de la leche (52).
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Farmacodinamia del cloprostenol

Todos los analogos de la PGF2 alfa son poderosos agentes luteoliticos, causan
una rapida involuciéon del cuerpo Iluteo y detienen su actividad secretoria.
También tienen un efecto estimulante directo sobre la musculatura lisa del Gtero
causando su contraccion y en un efecto relajante sobre el cérvix, en animales
gue ciclan normalmente el estro ocurrira en la mayoria de los casos 2 a 5 dias
después del tratamiento y en bovinos prefiados tratados entre los dias 10 y 150

de la gestacion, el aborto se producird 2 — 3 dias después de la inyeccion (52).

2.5.3. Benzoato de estradiol

Los estr6genos exdgenos como el BE administrados en la fase de elevados
niveles de progesterona inducen la regresion de un posible cuerpo Iiteo en
formacion ya que los estrogenos son potentes agentes antiluteotroficos en los
primeros dias del ciclo y al mismo tiempo provoca la atresia del foliculo
dominante de la onda folicular en curso independientemente de la fase en la que
éste se encuentre (24), e induce la emergencia de una onda folicular sincrénica
mientras que la administracion en la fase de bajos niveles de progesterona
induce liberacion de LH y la ovulacion (53). En la década del 90 se desarrollaron
tratamiento con progestagenos y estradiol, que inducen a la atresia de todos los

foliculos y el comienzo de una onda folicular 4 dias después (8).
Farmacodinamia del Benzoato de estradiol

El benzoato de estradiol (BE) en dosis de 2,5 mg (54) suprime el desarrollo del
foliculo antral (55), y dicha supresion es mayor cuando se da después de la
insercion de un implante de progesterona (56). Los estrOgenos tienen acciones
sobre distintos 6rganos blanco, como las Cuernos uterinos, el Gtero, la vagina,
la vulva y el sistema nervioso central. A nivel uterino, actGan como hormonas
troficas provocando la proliferacion de células y glandulas endometriales; que
aumentan su secrecion, el uso exdgeno de estradiol en el control del ciclo sexual
tiene como objetivo desencadenar la lutedlisis, cuando es aplicado en la mitad

del ciclo o impedir el crecimiento de un nuevo cuerpo lateo cuando es aplicado
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luego de la ovulacion. Asi mismo al ser aplicado al momento de la aplicacion de
progestagenos suprime la onda folicular presente e induce el desarrollo de una

nueva onda folicular (57).

En el sistema nervioso central los estrégenos naturales estimulan la conducta de
celo y en el hipotalamo ejercen un "feed back" negativo sobre el centro tonico y
positivo sobre el centro ciclico (57), afectando la liberacidon de gonadotropinas

desde la pituitaria (52).
Farmacocinética del benzoato de estradiol

El BE es una derivado sintético del 17 3 Estradiol, hormona esteroidea
sintetizada por el foliculo ovarico (58), es menos polar que el estradiol ya que no
presenta la mayor parte de los electrones en un extremo esto le permite una
absorcion mas lenta y una duracion de accion mas prolongada, permaneciendo
su efecto por varios dias. Estos ésteres son absorbidos y subsecuentemente
hidrolizados hacia el componente activo estradiol, la mayoria esta unido a
la globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG), y también a la albimina.
Sélo una fraccion del 2,21% (+/- 0,04%) es libre y biol6égicamente activo (45). La
desactivacion incluye la conversion hacia un estrogeno menos activo, como la
estrona y estriol. El estriol es el principal metabolito urinario. El estradiol es
conjugado en el higado por la formacién de sulfato y glucurénido y, como tal,

excretado a través de los rifiones (52).

En el sistema nervioso central los estrégenos naturales estimulan la conducta de
celo y en el hipotalamo ejercen un "feed back" negativo sobre el centro tdnico y
positivo sobre el centro ciclico (57), afectando la liberacion de gonadotropinas

desde la pituitaria (52).

2.5.4. Gonadorelina (analogo de la GnRH)
Los agonistas de la GnRH son sustancias con mayor afinidad que la GnRH
endodgena por sus propios receptores en la adenohipofisis, y a los cuales

permanecen unidos mas tiempo, estimulando su actividad fisiol6gica (59).
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La GnRH actua sobre receptores especificos de la adenohipofisis estimulando
la liberacion de FSH y LH, la FSH actta sobre las células foliculares en el ovario
estimulando la produccién de estrégenos y el crecimiento y desarrollo del
foliculo, en respuesta a la LH desaparece el foliculo dominante de la onda
folicular en curso ya sea por ovulacion y formacion de un nuevo cuerpo lateo o
atresia (24). Independientemente de la presencia o no del cuerpo Iiteo,
desarrollandose una nueva onda folicular (60). 2 o 3 dias mas tarde (61).

Farmacocinética de la gonadorelina

Tienen una vida media prolongada, lo que los hace mas potente que la GnRH
endogena (62). La gonadorelina en dosis de 250 pg (63) incrementa las
concentraciones plasmaticas de la FSH y LH tiene una duracién que varia entre
seis y 28 horas (45).

2.5.5. Hormona foliculo estimulante (FSH)

En los estadios antrales, la FSH es necesaria para promover el crecimiento
folicular, ya que promueve la proliferacion de las células de la granulosa (64).
Permitiendo el desarrollo de los foliculos de 4 mm a 9 mm en las hembras
bovinas (65). Impidiendo asi la atresia folicular (66).

El pico de FSH plasmatico esta asociado con el dia del surgimiento de la onda
folicular (67). Cuando dicha concentracién incrementa de 1,5 a 2 veces la
concentracion basa (20). En vacas se ha reportado picos de FSH de hasta
6ng/ml (68). En bovinos, dicho pico se presenta aproximadamente de 12 a 24
horas antes de la emergencia de la onda (67). Teniendo en cuenta que en
rumiantes se presentan multiples ondas foliculares, se observa que las
concentraciones basales de FSH que preceden a los picos relacionados con la
onda ovulatoria son mas altas que en las anovulatorias (69). Durante el periodo
interovulatorio, se reportan concentraciones basales de la FSH en bovinos Bos
indicus de 0,2 — 0,8 ng/ml (70), y en Bos Taurus de 0,2 — 3 ng/ml (68).
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Dos dias después del surgimiento de la onda folicular, decrece la concentracion
sanguinea de FSH y comienza la desviacion folicular (71). Cuando el foliculo
dominante adquiere un didametro de 8 a 10 mm en vacas (68). Puede expresar
receptores de LH en las células de la granulosa y de la teca, y ademas, inicia la
produccion de inhibina y E2 entre otros factores intrafoliculares (72). En este
momento cuando se transfiere la dependencia gonadotropica del foliculo de la
FSH a la LH (65), (72).

2.6. Ablacion folicular

Es un proceso mecdanico que consiste en la aspiracion de los foliculos de los
ovarios de una vaca viva mediante ultrasonografia a través de la pared vaginal
provocando el comienzo sincronico de una nueva onda folicular 1,5 dias después
(23), para usar esta técnica se requiere de un equipo de ultrasonografia, un
transductor sectorial, una bomba de aspiracion y un sistema de guia de la aguja
(73).

2.7. Ultrasonografia

En los Ultimos afios, numerosos trabajos se han efectuado en el area de fisiologia
reproductiva de la hembra en varias especies de interés zootécnico, con el fin de
dilucidar aiin méas en aquellos fendémenos fisiol6gicos que todavia permanecen
confusos (74). En apoyo a dichas investigaciones han sido aplicadas novedosas
tecnologias, destacandose entre ellas la ultrasonografia, la cual tiene cada dia

un mayor empleo en el diagndstico reproductivo de los bovinos (75).

La ultrasonografia (USG), representa una valiosa herramienta para estudiar y
evaluar los 6rganos del tracto reproductivo de la vaca (76). Su empleo ha estado
mas orientado al estudio fisioldgico de la dinamica folicular ovarica (77), actividad
luteal (78), e involucion uterina (79). También ha tenido amplia aplicacion en la
evaluacion del desarrollo de la gestacion (80), determinacion de la viabilidad y
sexo fetal (81), asi como en el diagnostico de las alteraciones reproductivas,

tales como quistes ovaricos, metritis y momificacién fetal (82).
Para la ultrasonografia ovarica, se explora primero el ovario derecho y luego el
izquierdo con un barrido en ubicacion dorso-ventral, lateral-medial y medial-
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lateral (75). Para determinar el tamafio de las estructuras se utiliza el promedio

de dos medidas en milimetros del ancho por el alto (83).

2.8. Extraccion y andlisis de sangre
Para todas las muestras sanguineas, es necesario separar el suero o plasma de
la sangre total tan pronto como sea posible. Esto minimiza el riesgo de hemdlisis.
Aunque ha habido estudios sobre estabilidad de hormonas en sangre en
humanos existe poca investigacion sobre la estabilidad de hormonas de origen
animal. Ciertas hormonas que son muy estables en humanos no lo son en
animales. La sangre hemolizada no afecta los niveles sanguineos de estradiol
en muestras de perros y otros animales domeésticos, sin embargo la sangre no
hemolizada proveniente de rumiantes metaboliza progesterona rapidamente
pero no afecta el nivel de cortisol (84).
Para la coleccion de sangre debe tenerse en cuenta el sitio de puncién y el
calibre de aguja a utilizar para cada especie. Siempre utilizar aguja y tubo
vacutainer, no jeringuilla ya que esta propicia que se dafie la muestra por
hemolisis y ademas presenta un alto riesgo de bioseguridad para las personas
que las transportan o las manejan en el laboratorio. Al momento de tomar la
muestra debemos tomar en cuenta lo siguiente:

¢ No colocar el bisel de la aguja hacia abajo pues imposibilita el paso de

sangre.
¢ No usar agujas humedas ya que se hemolizan los glébulos rojos.

e Utilizar siempre aguja y tubo vacutainer individual por cada animal (85).

2.8.1. Toma de muestra de sangre de la vena yugular

Es un sitio muy comun y accesible para la obtencién de sangre venosa,
requiere una mayor sujecion de la cabeza para evitar accidentes. La vena
yugular externa pasa a lo largo del cuello. Se forma caudal a la glandula
parétida, estd alojada en el surco yugular, formado por los musculos
cleidomastoideo y esternomandibular. Es una vena voluminosa, palpable y
visible, se la puede hacer mas visible si se comprime en la base del cuello.
Se recomienda obtener las muestras de sangre en el tercio craneal o medio
siguiendo los siguientes pasos:

Juan Daniel Supliguicha Merchan 31
Jesus Alejandro Pesantez Duran



rons (VIR ‘Uﬂ‘:'"" oo

UNVERSIDAD OE CUENCAL
<y |

UNIVERSIDAD DE CUENCA

1. Rotular e identificar el tubo.

2. Sujetar la cabeza en un brete o corral con la ayuda de lasos.

3. Localizar la vena en el surco yugular, en los animales que no se
observa a simple vista es facilmente palpable.

4. Colocarse los guantes.

Realizar antisepsia con alcohol 70% o con yodo povidona al 10%, en

una zona de piel unos 10 cm de didmetro alrededor del sitio de

puncion. Se recomienda por el centro y se irdn haciendo circulos

conceéntricos hacia el exterior. Dejar actuar 1-2 minutos.

Desinfectar el tapdn de goma del tubo con alcohol 70%.

Empatar la aguja en el capuchon.

Encajar el tubo en el capuchdn sin perforarlo.

© 0 N o

Insertar la aguja en la vena con un angulo de 30°

10.Estabilizar el capuchén y la aguja con la mano y forzar el tapon de
goma en el tubo para introducir la aguja y asi la sangre fluira dentro
del mismo.

11.Mantener el capuchén estable hasta que consumir todo el vacio y
retirar el tubo.

12.Retirar la aguja y ejercer presion sobre la zona de puncién con gasa
por unos segundos.

13.Desechar la aguja en el guardian, y el resto de materiales

contaminados en la bolsa roja (86).

2.8.2. Electroguimioluminiscencia

Es un inmunoensayo con un proceso en el qgue una molécula de alta energia es
excitada quimicamente y se descompone liberando su energia en forma de luz.
La energia requerida para la emision de luz es generada por la oxidacion de un
substrato especifico, la enzima utilizada rompe el éster de fosfato produciendo
un anién inestable que se descompone acompafiado por la emision de luz.

Este método de inmunoanalisis presenta un futuro inmediato en la practica
clinica habitual, por presentar:

e Alta sensibilidad.
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¢ No emplea radioactividad.

e No genera riego contaminante ni ruido de fondo a la hora de efectuar el
proceso de analisis de una muestra, control o estandar.

e Los resultados son rapidos.

e Equipos automatizados de facil manejo (87).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1.

Fisicos

Agujas vacutainer

Agujas descartables 18 G

Ecografo Mindray Mod: DP-6600Vet
Transductor lineal

Porta sonda de ultrasonido
Transductor sectorial

Bomba de aspiracion

Sistema de guia de aguja con aguja larga desechable 20GSet de
mangueras

Tubos vacutainer de tapa roja con gel
Holder(capuchdén)

Pipetas automaticas

Centrifuga

Tubos de ensayo

Tubos eppendorf

3.1.2. Bioldgicos

3.1.3.
[ ]
[ ]

Hormonas: GnRH, benzoato de estradiol
Vaconas

Muestras de sangre

Quimicos

Alcohol 70%
Xilacina 2%
Lidocaina 2%
Yodo 10%

Amonio cuaternario

Gel desinfectante
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3.2. Métodos

3.2.1. Area de estudio

La investigacion se llevd a cabo en la Granja experimental “Nero”, de la
Universidad de Cuenca ubicada en la Provincia del Azuay, cantén Cuenca,
Parroquia Bafos, Sector Nero (2°57'32.4"S 79°06'13.2"W), que se encuentra a
una altitud de 3.100 m.s.n.m. con una temperatura promedio de 8 °C y una
pluviosidad que varia de 500-1000 mm anuales segun la Estacion Meteoroldgica
de la Universidad de Cuenca, zona netamente ganadera por las condiciones

topograficas y climatoldgicas en las que se encuentra (88).

3.2.2 Caracteristicas de la unidad de analisis

En esta investigacion se seleccionaron 9 vaconas de fenotipo Holstein mestizas,
entre 15 y 18 meses de edad, clinicamente sanas, éstos datos fueron
constatados con los historia clinica y reproductiva que existe en la granja, todos
los animales tuvieron un peso mayor a 300 kg, y una CC de 3 en una escala del
1 al 5, alimentadas con una dieta basal (pastoreo 90%, concentrado 8% y pre-

mezcla mineral 2%).

3.3. Metodologia
Este experimento buscé determinar la eficacia de la GnRH, el Benzoato de
estradiol (BE), y la ablacion folicular, para sincronizar el reinicio de una nueva

onda folicular post-tratamiento.

3.3.1. Sincronizacién previa al tratamiento
Para que las nueve vaconas se encuentren en un mismo dia del ciclo estral se

realiz6 una sincronizacion previa con el siguiente protocolo:

= Dia 0= Dispositivo intravaginal de liberacion de progesterona (0,5 gr P4)
y 2 mg de benzoato de estradiol IM

» Dia 7= Retiro del dispositivo intravaginal y PGF2a, 0,50 mg IM

» Dia 8= Benzoato de estradiol 1mg IM

56 horas luego de la remocién del dispositivo intravaginal se evalu6 mediante

ecografia la presencia de FPO (Foliculo pre ovulatorio), al siguiente dia de igual
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manera se confirmo la ovulacion y finalmente en el dia 6 post-ovulacion se realizé

un mapeo de los ovarios (Derecho e izquierdo), con la finalidad de determinar la

presencia de cuerpo luteo (CL >16 mm) y foliculo dominante (FD >10 mm) y asi

se comenzo con la aplicacion de los tratamientos, (figura 2).

Figura 2. Protocolo de sincronizacién del ciclo estral y aplicacion de los

tratamientos.

DB Fstires DHE:
* . img
0.5 PGF2a BE

us Us

FPO oviILACION

e ]

]

I -

Fuente: Los Autores (Figura 2)

3.3.2. Protocolos para reiniciar la onda

Tratamiento 1.- Dia -0: Benzoato de Estradiol 2,5 mg IM.

Tratamiento 2.- Dia -0: GnRH 250 ug IM.

Tratamiento 3.- Dia -0: Ablacién de los foliculos >5mm

3.3.3. Inicio de los tratamientos

S Y M3

Luego de confirmar la presencia de estas dos estructuras, se aplicaron los

diferentes tratamientos. T1 (n=3) Benzoato de estradiol 2,5 mg IM. T2 (n=3)
GnRH 250 ug IM. T3 (n=3) ablacion de los foliculos >5mm.

El dia 6 post confirmacion de la ovulacion se tomd como dia cero y empezaron

los tratamientos realizandose las siguientes actividades.

1) Valoracién del proceso de atresia u ovulacion del foliculo dominante (FD

>10mm), y el crecimiento de la nueva onda folicular (se contaron los

foliculos >4mm presentes en los ovarios), mediante ultrasonografia en los

tres tratamientos cada 24 horas (6am — 6am), durante 5 dias.
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Se determinaron los niveles de FSH en sangre, para lo cual se tomaron
10 ml de sangre de la vena yugular, cada 24h (6am — 6am), durante 5
dias consecutivos, estas muestras fueron centrifugadas por 15 minutos a
2.500 rpm para obtener el sobrenadante o suero bovino, todas las
muestras fueron rotuladas con su respectivo tratamiento, fecha e
identificacion del animal, y colocadas en tubos eppendorf de 1,5 ml para
congelarse cada dia hasta terminar el periodo, luego se llevaron todas en
conjunto al laboratorio Cenbiocli S. A. para su respectivo analisis.

Terminado el primer periodo se aplicé una sincronizacion del ciclo sexual,
usando PGF2, de esta manera las vaconas tuvieron 10 dias de descanso
para que todas presenten un cuerpo lateo funcional, entonces los
tratamientos fueron alternados, de igual manera para el Ultimo periodo
hasta cumplir las tres repeticiones en los tres periodos y finalmente
relacionar los picos de FSH con la aparicion de la nueva onda folicular
mediante ecografia. Se llevaron a cabo 135 debido a que ya se confirmo
el reinicio de la onda en todos los tratamientos hasta el dia 4 mediante

ecografia y el pico de FSH se produce 24 horas previas al mismo.

3.3.4. Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio experimental de cuadrado latino de 3x3. Con tres

tratamientos y tres repeticiones.

Tratamiento 1: con benzoato de estradiol
Tratamiento 2: con GnRH

Tratamiento 3: con ablacion folicular
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# animal
. Vaca# 1 Vaca # 2 Vaca # 3
periodo
ler periodo 1 2 3
2do periodo 2 3 1
3er periodo 3 1 2
Segunda repeticion
Vaca # 4 Vaca#5 Vaca # 6
periodo
ler periodo 1 2 3
2do periodo 2 3 1
3er periodo 3 1 2
Tercera repeticion
animal
Vaca#7 Vaca # 8 Vaca # 9
periodo
ler periodo 1 2 3
2do periodo 2 3 1
3er periodo 3 1 2
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Para el analisis estadistico se utilizo el programa SPSS version 24, obteniéndose
estadigrafos principales. Se realiz6 un ANOVA para el andlisis de varianzas y

para la prueba de subconjuntos homogéneos se ejecuto la prueba de Duncan al

5%.
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4. RESULTADOS
Al dia 4 post aplicacion de todos los tratamientos ya se cumplié con los objetivos
planteados tanto para los picos de FSH como para la aparicién de la nueva onda
folicular e incluso se determiné que el comportamiento del foliculo dominante fue
igual en los dos tratamientos farmacoldgicos, produciéndose atresia del mismo
en todos los periodos y en la totalidad de las unidades experimentales, por lo
tanto, se redujeron las tomas de muestra de sangre a 135 tubos eppendorf con

suero bovino.

4.1. Comportamiento del foliculo dominante

Durante el desarrollo del experimento se observé la atresia del foliculo
dominante en el grupo al que se le administré GnRH, pero aquellos tratados con
benzoato de estradiol se mantuvieron hasta el dia 2 y posterior a este
comenzaron con el proceso de atresia, como se observa en la figura 3. En

ninguno de los dos tratamientos farmacoldgicos existié ovulacion.

Figura 3. Valores promedios del comportamiento del foliculo dominante.
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4.2. Niveles séricos de FSH

Al observar los valores promedios de los niveles de FSH (ng/dl) de los tres
tratamientos, se obtuvo valores mas altos para el tratamiento con Benzoato de
Estradiol, (tabla 1). En el analisis estadistico los datos de pico de FSH y dia de
reinicio de la nueva onda cumplieron con los supuestos de normalidad segun

la prueba estadistica de Shapiro-Wilk. (Anexo 1).

Tabla 1. Valores estadisticos descriptivos de los niveles de FSH en ng/dl.

. . ) Intervalo de confianza al 95%
Tratamiento Media  Error estandar

Limite inferior ~ Limite superior

BE 1,889 0,302 1,241 2,537
GnRH 1,222 0,302 0,574 1,87
Ablacion 1,222 0,255 0,674 1,77

No muestran diferencia estadisticamente significativa (p>0,05) segun la

prueba de Breusch-Pagan modificado.

Durante la evaluacion de los niveles diarios de FSH (figura 4) podemos observar
que existe un patron similar entre el tratamiento farmacolégico con GnRH y el
tratamiento mecénico mediante ablacién folicular, no existiendo diferencia
significativa entre ellos, pero si en comparacion con el tratamiento con BE
(p>0,05).
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Figura 4. Valores promedio de los niveles de FSH durante el experimento.
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4.3. Dia de reinicio de la onda folicular mediante ecografia

El reinicio de la onda folicular mediante GnRH fue en promedio el dia 2,44, para
el tratamiento con Benzoato de Estradiol fue el dia 3,22 y finalmente para el
tratamiento mecanico mediante ablacion folicular fue en el dia 2,00 post

aplicacion de los mismos, (tabla 2).

Tabla 2. Valores estadisticos descriptivos del dia de reinicio de la onda folicular
mediante ecografia.

Intervalo de confianza al 95%

Tratamiento  Media Error estandar  Limite inferior ~ Limite superior

BE 3,2222 a 0,14699 2,8833 3,5612
GnRH 2,4444 b 0,17568 2,0393 2,8496
Ablacion 2,0000 c 0,16667 1,6157 2,3843

Literales diferentes indican diferencia estadistica con la prueba de Duncan
(p<0,05).
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Luego de analizar los valores promedio en la (Tabla 2), de los dias de reinicio de

la onda folicular mediante ecografia se determiné una diferencia estadistica

significativa entre ellos con la prueba de Duncan (p < 0,05).

4.4. Numero de foliculos en el reinicio de la onda

Se comprobd que no existe diferencia significativa mediante el test de Breuch-

Pagan (Tabla 4), los diferentes tratamientos, los diferentes periodos y los

diferentes animales utilizados no influyeron en el nimero de foliculos presentes

en el reinicio de la onda.

Tabla 3. Test de Breusch-Pagan modificado para heterocedasticidad a,b,c.

Tipo Il de .
. Media .
Origen suma de gl . F Sig.
cuadratica

cuadrados
Modelo corregido  304,4002 12 25,367 2,813 0,034
Interseccion 3745,333 1 3745,333 415,269 0
TTO 42,4 2 21,2 2,351 0,132
VACA 204,667 6 34,111 3,782 0,019
PERIODO 24,667 2 12,333 1,367 0,287

Prueba la hipétesis nula de que la varianza de los errores en el nUmero de
foliculos no depende de los valores de las variables independientes.

Los valores promedio del nimero de foliculos presentes en el reinicio de la onda

fueron de 13,44 para ablacion del foliculo dominante, 11,33 para el tratamiento

con GnRH y finalmente 10,56 para el tratamiento con benzoato de estradiol,

(figura 5).
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Figura 5. Valores promedio del dia de reinicio de la onda folicular y el niumero
de foliculos por tratamiento.
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4.5. Comportamiento del cuerpo lateo
Durante todo el experimento el cuerpo luteo de todas las vaconas se mantuvo

funcional ya que siempre fue mayor de 21 mm como se indica en la figura 6.

Figura 6. Valores promedios del comportamiento del cuerpo luteo.
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5. DISCUSION

Las diferentes condiciones de manejo, alimentacion, raza e incluso el medio
como la altitud en el que se desarrollan las distintas ganaderias tanto para carne
como para leche pueden influir en el desarrollo reproductivo como en el
comportamiento folicular de los animales, por esta razén es de suma importancia
conocer a profundidad el comportamiento de nuestros animales frente a las
diferentes hormonas presentes en el mercado y asi optimizar la aplicacion de
biotecnologias reproductivas.

En la investigacion realizada por Fernandez se confirma la ovulacion del foliculo
dominante cuando se usa GnRH para provocar el reinicio de la nueva onda
folicular dependiendo de su etapa de desarrollo (24) a diferencia de nuestra
investigacion en la cual todos los foliculos dominantes sufrieron atresia debido a
los elevados niveles de progesterona. Esta diferencia se debe a que en nuestro
experimento se realiz6 cuando todas las vaconas se encontraban en fase luteal.
De igual manera para protocolos con benzoato de estradiol indistintamente de la
etapa de desarrollo folicular existe atresia del foliculo dominante segun la
literatura consultada de autores como B6, Tribulo y Mapletoft, esta afirmacion
concuerda con esta investigacion (8).

Autores como Franco y Uribe, (20) corroboran que existe un pico previo de FSH
12 a 24 horas antes del reinicio de la nueva onda folicular, en esta investigacion

este pico se mantuvo dentro de ese promedio.

Primer tratamiento, benzoato de estradiol

En la actualidad muchos paises como EEUU, Nueva Zelanda y los de la unién
Europea han restringido el uso de esteres de estradiol para la produccion de
ganado de carne pero esta medida también afecta al uso del estradiol en
programas reproductivos, tanto de sincronizacion como de superovulacion, pese
a que en 1988 el comité de expertos sobre Aditivos alimentarios de la
Organizacion de Alimentos y Agricultura (FAO), y de la organizacién mundial de

la salud (OMS), la Administracion de Drogas y Medicamentos (FDA) explico que
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los residuos presentes en la carne de animales tratados con hormonas sexuales
no representan ningun riesgo para el consumo humano (96). Por lo tanto, su uso
para programas reproductivos es seguro e ideal ya que en esta investigacion
existi6 una menor variabilidad en los resultados obtenidos con el uso de
benzoato de estradiol.

Se conoce que la administracion de 2,5mg de BE provoca la emergencia de la
onda folicular 4 dias después con poca variabilidad en estudios realizados por
Bo et al., (53). De forma similar en un estudio realizado por Burke et al., (89) en
vaquillas con diferentes dosis de BE se encontr6 que con la aplicacion de 2mg
IM el reinicio de la nueva onda folicular ocurre 4 dias después. En esta
investigacion tras la aplicacién de 2,5 mg IM de BE el reinicio de la nueva onda

folicular ocurrié a los 3 dias post tratamiento

Segundo tratamiento, GhRH

Varios estudios realizados por Espinoza M, Suarez et al., y Twagiramungu et
al.,(61), (90), (91), demuestran que los protocolos de superovulacion usados con
GnRH provocan un reinicio de la onda folicular 2 o 3 dias mas tarde en este
experimento el reinicio se evidencio a los 2,33 dias, manteniéndose en este
promedio, no asi Martinez et al., (92) quienes en un estudio para caracterizar la
dinamica folicular ovarica en novillas concluyen que el reinicio de onda se
produce 1,3 dias post aplicacion de GnRH y que solo se sincronizan cuando
existe ovulacion del foliculo dominante. Las primeras investigaciones en ganado
lechero se llevaron a cabo con animales que no contaban con una pre
sincronizacion del ciclo estral, por ende existi6 una ovulacion del 85% segun
Pursley et al., en 1995 (11). Una investigacion similar pero mas actual realizada
por Colazo et al., en el 2007 reporté que con GnRH solo obtuvo una ovulacién
del 44,3% (8). En esta investigacion no existié ovulacion por la presencia de un
cuerpo luteo funcional obteniéndose una alta variabilidad en los datos, podemos
afirmar que la eficacia de los tratamientos con GnRH depende de la fase del ciclo
sexual y en este caso los animales deben ser sincronizados para que todos se

encuentren en fase folicular.
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Estudios similares de superovulacion en Canada realizados por Kohram et al.,
utilizando vacas Holstein, evaluo el tiempo de reinicio de la nueva onda folicular
en dos periodos distintos del ciclo estral ( dia 4 al 7 y dia 15 al 18), concluyendo
que la nueva onda reinicia 3 a 4 dias post aplicacion de  GnRH

independientemente del dia del ciclo estral en el que estén las vacas (93).

Tercer tratamiento, ablacion folicular

Segun la literatura consultada, Fernandez et al., al realizar la ablacion de los
foliculos de 5mm constatd que se provoca un reinicio de la nueva onda folicular
1,5 dias post realizacion del mismo (24), diferente a lo observado en este estudio,
donde se verifico el reinicio a los 2 dias, resultados similares han sido reportados
por Bergfelt et al., en vaquillas nuliparas después del uso de procedimientos de
ablacién dando lugar a la aparicion de la nueva onda folicular 2 dias después
(94).
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6. CONCLUSIONES

En esta investigacion el tiempo de reinicio de la nueva onda folicular difiere
estadisticamente entre los tratamientos benzoato de estradiol, GnRH y ablacién

folicular.

En los dos tratamientos farmacoldgicos Benzoato de Estradiol y GnRH se

evidencio la atresia del foliculo dominante.

Con el tipo de manejo, nutricién y condiciones medioambientales presentes en
este estudio, el pico de FSH se efectud 24 horas previas al reinicio de la onda

folicular.

No existe ovulacién del foliculo dominante cuando se utiliza GnRH siempre y

cuando los animales se encuentren en fase luteal.

El uso de ablacion folicular es tan efectivo como el benzoato de estradiol para
inducir el reinicio de una nueva onda folicular, pero requiere de un equipo mas
complejo, personal capacitado y necesita de una sedacion previa del animal

junto a una anestesia epidural.
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7. RECOMENDACIONES
En programas de MOET O FIV se debe considerar la ablacion folicular siempre
que se requiera acortar el numero de dias del protocolo a usarse, pues la
ablacion permite un reinicio de la onda folicular en tan solo dos dias y con poca

variabilidad.

Se recomienda continuar esta investigacion hasta evaluar la calidad de ovocitos
recolectados, debido a que este trabajo solo llegé hasta cantidad de foliculos

presentes en la fase de reclutamiento.

Para futuras investigaciones se recomienda analizar los mismos tratamientos en

fase folicular, puesto que en este trabajo se realizé en fase luteal.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Prueba de normalidad, Shapiro-Wilk.

Estadistico gl Sig.
PICO DE FSH 0,749 27 0,000
REINICIO DE LA 0,830 27 0,000
NUEVA ONDA
FOLICULAR
# DE FOLICULOS 0,933 27 0,081

Anexo 2. Cuaderno de campo.
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Anexo 3. Manejo de los animales al establo para comenzar la sincronizacion.

W = g
-

Anexo 4. Sincronizacioén del ciclo sexual.

a
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Anexo 7. Ecografia de foliculo preovulatorio.

Foliculo preovulatorio en ovario derecho con un tamafio promedio de 10.5 mm.

Anexo 8. Toma de muestras de sangre.
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